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ELISA：Enzyme-linked immuno-sorbent assay, 酵素結合免疫吸着法  
Sup-PCX：Supernatant-PCX：尿上清中ポドカリキシン 
NAG：N-アセチルグルコサミニダーゼ 
qPCR：Quantitative polymerase chain reaction, 定量的核酸増幅法 
eGFR：estimated glomerular filtration rate, 推算糸球体濾過量 
AKI：Acute kidney injury, 急性腎障害 
KIM-1：Kidney injury molecule-1, 腎障害因子-1 
NGAL：Neutrophil gelatinase-associted lipocalin, 好中球ゼラチナーゼ結
合性リポカリン 













































































































































































また、尿中には細胞質を伴わない free DNA の存在も確認されており、検討が
行われている。移植後の拒絶反応や悪性腫瘍のバイオマーカーとして有用であ
ることが報告されており[37-39]、尿中へ free の状態で mtDNAが排泄されてい
る可能性がある。 


















































































2-2  対象  
当院腎臓内科および関連病院で入院または外来加療中で、蛋白尿排泄量が
1g/gCr以上の腎生検で確定診断した膜性腎症患者 17 例（年齢 63.4 ± 9.8 才、
男女比 10：7）、腎硬化症 11例（年齢 55.6 才 ± 19.1才、男女比 6：5）、さ
らに臨床的に診断された糖尿病性腎症 17例（年齢 57.8 ± 8.4 才、男女比 16：
1）を対象とした。なお、これら 3つの疾患群では、平均年齢、尿蛋白には疾患
ごとの有意差はなかった。糖尿病性腎症ではその他の疾患に比して男性が有意
に多く、糖尿病性腎症では膜性腎症に比して eGFR が有意に低値であった（表 1）。 
 
2-3  方法                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
2-3-1 サンプル 
随時尿を採取し、尿蛋白、尿中脱落ポドサイト数、尿中ポドカリキシン量、










して得た沈渣をサイトスピンで 1000回転 3 分遠心し、沈渣標本を作った。PBS
で 3回洗浄後、2000 倍希釈した抗ポドカリキシン抗体を滴下し、室温で 2時間
反応させた。PBSで 3回洗浄後、Alexa 488 抗マウス IgG抗体で 30 分反応、核
染色として 4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride（DAPI）を使用、












滴下し、37℃で 1時間反応、PBST(20μl/well)にて 3回洗浄、次に TMB 溶液(TMB 
One-Step Substrate System; DAKO)100μl/well を加え、HRPとの酵素反応を媒




の方法により得られた値は 5.2 - 167ng/ml の間に入り、検出限界は 3.6ng/ml
であった。 









DNeasy Tissue Kit(QIAGEN sciences,MD,USA)を使用して DNAを抽出。TaqMan–
MGB® probes (Applied Biosystems, Inc.)を用い ABI7500TaqManPCR マシンにて
real-time PCRを施行。18SrRNAで mtDNA量をΔΔCT法により半定量した。使用
したプライマーとプローブは表 2に示すとおりである。 
2-3-5 尿中 free mtDNA 量測定（qPCR） 
尿 10mlを 700g×5 分遠心して得た上清 180μlを用い、DNeasy Tissue 
Kit(QIAGEN sciences,MD,USA)を使用して DNA を抽出。TaqMan–MGB® probes 
(Applied Biosystems, Inc.)を用い ABI7500TaqManPCR マシンにて real-time 
PCRを施行。尿上清 mtDNA量は、正常患者血から抽出した定量用 DNA サンプルを








トに固定化し、90μlの尿と 10μlの 10％トリトン X溶液を混合し、C-メガリ








2-3-7 その他のマーカー測定  
尿クレアチニン濃度（酵素法 CRE-S）、尿蛋白（ピロガロールレット法 
protein assay rapid kit wako）、α1-ミクログロブリン（ラテックス法 αMi-
ラテックス「生研」）、β2-ミクログロブリン（ラテックス法 BMG-ラテックス
X1「生研」）、NAG（合成基質 MPT法 NassayLNAG ニットーボー）を自動分析装
置（HITACHI7170S）で測定した。血清クレアチニンは酵素法定法で測定した。
血清クレアチニン検査の結果を基に eGFRを算出した。eGFRの算出には、日本人






2-4  結果 
2-4-1 尿中脱落ポドサイト数と尿中ポドカリキシン排泄量の検討 
各疾患群における尿中脱落ポドサイト数の比較では膜性腎症では 1.51 ± 3.0 





0.01) を認めた（図 6）。 
各疾患群での尿中ポドカリキシン排泄量の比較では膜性腎症では 342.5 ± 
369.8 μg/gCr であり、腎硬化症で 48.8 ± 37.5 μg/gCr、糖尿病性腎症 80.6 ± 
70.5 μg/gCr と比較して有意に高値であった。膜性腎症患者 17例中、正常上限
（171μg/gCr）を越えたのは 10例（58.8％）、これに対し、腎硬化症 11例中 0
例（0％）、糖尿病性腎症 17例中 2例（11.8％）で、膜性腎症での高値例が明












2-4-2 尿中脱落ポドサイト中の mtDNA 量の検討 
 各疾患群の尿中脱落ポドサイト中の mtDNA 量を mtDNA/18SrRNA比で比較した
ところ、膜性腎症は 0.98 ± 0.44であり、腎硬化症 1.19 ± 1.14、糖尿病性腎








＜0.01)がみられた（図 12）。  
2-4-3 尿中 free mtDNA 量の検討 
疾患群における尿上清中の free mtDNA量は、膜性腎症では 6.64 ± 6.67 x109  
/ gCrであり、腎硬化症で 2.25 ± 2.46 x109 /gCr、糖尿病性腎症 2.26 ± 1.19 
x109 / gCrと、膜性腎症において他の 2群より有意に多かった(図 13)。 
 疾患群毎の尿中 free mtDNA 量と尿蛋白の関連性を確認したが、どの疾患群で
も尿中 free mtDNA量と尿蛋白量に関連性は見いだされなかった（図 14）。 














ログロブリンと負の相関関係（r=-0.49, P＜0.05）(r=-0.59, P＜0.05) 
(r=-0.54, P＜0.05）を認めた（表 3）。 
 






















































尿中 free mtDNA量が増加していたことから、この尿中 free mtDNA が脱落ポド
サイトの回収時にコンタミネーションしている危険性が推測され、このコンタ











出された free mtDNA が、ポドサイトを起源としているのか尿細管上皮細胞を起
源としているのかも現時点では断定できない。今回の検討ではポドサイト障害




尿中 free mtDNAの測定にも多くの問題を抱えている。今回の real time PCR





していた結果と合わせると、尿中 free mtDNA の膜性腎症における排泄増加は同
様の変化を見ている可能性も推測された。しかし、本研究においては尿ポドカ















































を呈する患者 34例（年齢 65.2±12.9 歳、男女比 19:15）、非ネフローゼレベル
の蛋白尿（0.3g/gCr≦UP＜3.5g/gCr）を呈する患者 18例（年齢 63.7±11.4 歳、






















































群と比較して血清クレアチニン値が高値であり、同様に eGFR は低値であった。 
尿上清中ポドカリキシン排泄量はネフローゼ群において 362.6 ± 319.3 μ
g/gCr で、非ネフローゼ群の 113.4 ± 85.6 μg/gCr や完全寛解群での 88.8 ± 
59.5 μg/gCr、正常コントロール群の 88.7 ± 35.5 μg/gCrと比較して有意に













56.8 ± 61.4μg/gCr、巣状糸球体硬化症 88.2 ± 39.9μg/gCrと比較して有意













関係(r= 0.432, P＜0.05))が認められた (図 23)。 
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図 3. 糸球体障害から末期腎不全へとの進展様式  
ポドサイトの相対的な減少が糸球体硬化へと進み、末期腎不全に至る  











































sex male:female 10 : 7 6 : 5 16 : 1 *
age (yrs) 63.4 ± 9.8 55.6 ± 19.1 NS 57.8 ± 8.4 NS
urinary protein (g/gCr) 5.18 ± 3.13 4.83 ± 3.83 NS 4.91 ± 2.61 NS
eGFR (ml/min/1.73m
2
) 63.3 ± 27.9 44.7 ± 26.1 NS 22.2 ± 22.5 ***
Data are expressed as mean ±SD
*:P value <0.05, **:P value <0.01, ***:P value <0.001
MN NSC P value
(vs MN)
DN P value





表 2 realtimePCRに用いたプライマー、プローブ 
























図 5. 疾患群における尿中脱落ポドサイト数(Pod) 
 MGN：膜性腎症、NSC：腎硬化症、DN：糖尿病性腎症 
Barは平均値 
膜性腎症 Pod = 1.51±3.0 x103 /gCr, 
腎硬化症 Pod = 0.23±0.4 x103 /gCr, 
























図 7. 疾患群での尿中ポドカリキシン（PCX）の比較 
MN：膜性腎症、NSC：腎硬化症、DN：糖尿病性腎症 
＊＊P＜0.01 Bar は平均値  
膜性腎症 PCX = 342.5 ± 369.8 μg/gCr、 
腎硬化症 PCX = 48.8 ± 37.5 μg/gCr, 






























図 10. 尿中脱落ポドサイト中のミトコンドリア DNA数 
  ＊ P＜0.05 
  MN：膜性腎症、NSC：腎硬化症、DN：糖尿病性腎症  Barは平均値 
膜性腎症 mtDNA/18SrRNA = 0.98 ± 0.44、 
腎硬化症 mtDNA/18SrRNA = 1.19 ± 1.14、 






































図 13. 疾患群ごとの尿中 free mtDNA数 (mtDNA)  ＊P＜0.05 
MN：膜性腎症、NSC：腎硬化症、DN：糖尿病性腎症 Barは平均値 
膜性腎症 free mtDNA 量 = 6.64 ± 6.67 x109  / gCr、 
腎硬化症 free mtDNA 量 = 2.25 ± 2.46 x109 /gCr, 










































表 4 研究② 対象 1膜性腎症の病期毎と正常コントロールのマーカーの結果 
平均値±SD 
NS：ネフローゼ症候群  

















表 5 研究② 対象 2 患者背景と各種マーカー  平均値±SD  
MN：膜性腎症 
SSNS：ステロイド反応性ネフローゼ症候群 
MCD: 微小変化型ネフローゼ症候群  
FSGS: 巣状糸球体硬化症 




MN SSNS (MCD) FSGS healthy control P
18 8 5 66
12 : 6 4 : 4 3 : 2
65.5 ± 15.0 49.8 ± 26.6 47.0 ± 26.6 31.5 ± 10.3 *
Sup-PCX (mg/gCr) 347.5 ± 379.1 56.8 ± 61.4 88.2 ± 39.9 88.7 ± 35.5 *, $, #
Total protein (g/dl) 4.8 ± 0.9 4.2 ± 0.5  4.4 ± 0.8
Serum albumin (g/dl) 1.9 ± 0.6 1.4 ± 0.5 1.8 ± 0.5
Total cholesterol (mg/dl) 270 ± 62 389 ± 102 349 ± 131 $
LDL-cholesterol (mg/dl) 167 ± 62 282 ± 85 251 ± 126 $
Serum creatinine (mg/dl) 1.06 ± 0.35 1.03 ± 0.37 1.12 ± 0.46 0.78 ± 0.13 *
Estimate GFR (ml/min/1.73m2) 55.4 ± 20.1 62.1 ± 25.8 65.4 ± 34.2
Urine protein /
Creatinine ratio
(g/gCr) 9.7 ± 4.2 9.9 ± 2.9 8.0 ± 3.9
NAG (mg/dl) 29.5 ± 24.5  30.2 ± 25.8 37.0 ± 26.4
(Welch's test)
$ indicates p<0.05 between MN and SSNS
# indicates p<0.05 between MN and FSGS



















図 17. 膜性腎症患者における疾患活動度とポドカリキシン（PCX）値の関係 
NS: ネフローゼ症候群 



























































































Sup-PCX ultra-sup-PCX sup UP ultra-sup UP
(mg/gCr) (mg/gCr) (g/gCr) (g/gCr)
1 543 0 2.9 2.1
2 137 0 4.2 3.8
3 83 0 6.6 5.1
4 167 0 7.2 5.8





図 23. 電顕で見られるポドサイトにおける微絨毛変化の程度と尿 PCX値 
 微絨毛変化と尿 PCXの関係に正の相関がみられた。 
 横軸は微絨毛変化のグレード 
 
 
